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Description 

[0001] L'invention se rapporte k un proc6d6 pour la separation d'6nantiom6res et k des r6actifs k bas d'un aminoa- 
cide 6nantiopur. utiiisables en s6paratbn d'^nantiomdr s. 

5 [0002] La separation d'6nantiom6res est une question da grande Importance en Industrie pharmaceutique, chimique 
et biotechnologique. En effet les deux 6nantiom6res d'une substance chimique de constitution identlqua peuvent avoir 
des activlt6s biologiques radicalement diff^rentes. II est ainsi souhaitable de disposer de r^actifs et de techniques de 
separation permettant de s^parer les enantiom^res et d'analyser la purete enantiom6rique des produits pharmaceu- 
tiques, chimiques ot biotechnologiques. 

10 [0003] Un article de Marfey, R, (Carlsberg Res. Comm. 49, 1 984, 591 -596) decrit un procdde de separation d'6nan- 
tiomeres par RP-HPLC. Sebn ce proc6de connu, on met en oeuvre du 1-Fluoro-2.4-dinitrophenyl-5-L-Alaninamide h 
titre de reactif pour la derivatisation d'aminoacides. D'autres precedes similaires sont egalement connus. Le precede 
et reactif decrits par Marfey ainsi que les autres precedes et reactifs presentent toutefois de nombreux inconvenients. 
[0004] Le derive obtenu dans la reaction de I'aminoacide avec le reactif doit §tre isoie par des operations successives 

IS de neutralisation, de s6chage, de redissolution et de filtration. Ces op6ratbns demandent beaucoup de temps et sont 
done peu interessantes pour une application industrielle. De plus on risque, dans des cas d'applications analytlques, 
des erreurs dans los resultats d'analyse, causees par une solubilite ditferente des derives dia&ter6omertques dans le 
solvant de redissolution. Lorsqu'on effectue des analyses quantltatlves k I'aide de la spectrometrle UV, on rencontre, 
dans le precede connu. des diff icultes dues k des differences de coefficient d'absorptien des derives diastereomerlques. 

20 Enfin, le prix 6l6ve du r6actif rend souhaitable de treuver des alternatives. 
[0005] L'invention vise k rem6dier k ces probldmes. 

[0006] L'invention concerne dds lors un precede pour la separation d'enantiom^res comprenant au moins un grou- 
pement fonctbnnel libre dans lequel 

25 (a) on fait r6agir un melange comprenant les 6nantiom6res en milieu basique avec un reactif k base d'un aminoa- 

cide enantiopur, reactif dans lequel au moins un groupement amino de I'aminoacide porte un groupement activant 
pour former un precurseur actif d'un groupement isocyanate et dans lequel au moins un groupement carboxyle 
de I'aminoacide est substitue et 

(b) on soumet le melange de diastereomeres obtenu k une operation de separation. 

30 

[0007] II 3 ete trouve. de maniere surprenante. que le precede selon l'invention permet d'obtenir de bens resultats 
en separation d'enantiomdres comprenant au moins un groupement fenctlennel libre. notammentdans des applications 
analytlques quantitatives. Le precede selon l'invention permet une d6rivatisatbn et separation d'enantiemferes, rapides 
et sous des conditions souples et econemiques. 
35 [0008] L'invention concerne aussi un reactif k base d'un aminoacide enantbpur dans lequel au moins un groupement 
amino de Taminoaclde porte un groupement activant pour fomner un precurseur actif d'un groupement Isocyanate et 
dans lequel au moins un groupement carboxyle de Taminoacide est substitue. 

[0009] Par aminoacide en entend designer, aux fins de la presents invention tout compose comprenant au moins 
un groupement NH2 et au moins un groupement carboxyle. Les aminoacides utilises dans la pr6sente invention sont 
40 des aminoacides chiraux contenant au moins un carbone asymetrique. On peut mettre en oeuvre tout aminoacide 
chiral bien connu en lui-meme, d'erigine naturelle ou synthetique. 

[0010] Des exemples de r6actlfs selon l'invention sont k base, par exemple, des aminoacides naturels sulvants : 
Alanine, Valine, Norvaline, Leucine, Norleucine, Isoleucine, serine, Isoserine, Homoserine, Threonine, Albthr6onine. 
Methionine, Ethionine, Acide Glutamlque, Acide Aspartique, Asparaglne, Cysteine, Cystine, Phenylalanine, Tyrosine, 
45 Tryptophane, Lysine, Arginine. Histidine, Ornithine. Glutamine et Citrulline. 
[0011] Les enantbmeres non naturels sont egalement utiiisables. 

[0012] Des exemples d'aminoacides d'erigine synthetique utiiisables comme base du reactif selon Tinventlon com- 
prennent, par exemple. les aminoacides suivants: (l-Naphtyl)alanine. (2-Naphtyl)alanine, Homophenylalanine, 
(4-Chlorophenyl)alanine, (4-Fluorophenyl)alanlne, (3-Pyridyl)alanine. Phenylglycine, Acide Diaminopimeiique (Acide 
so 2-6-Diamineheptane-1 ,7-tfioique), Acide 2-aminobutyrique. Acide-2-aminotetrallne-2-carboxylique. Erythro p-Methyl- 
phenylalanine, Threop-Methylphenylalanlne. (2-Methoxyphenyl)alanine, Acide 1-amino-5-hydroxyindane-2-carboxy- 
lique, Acide 2-Aminoheptane-1 ,7-dioique. (2.6-Dimethyl-4-hydrexyph6nyl)alanine, Erythro 3-Methyltyrosine, Three p- 
Methyltyroslne. 

[0013] Par aminoacide enantbpur on entend designer un aminoacide chiral constitue essentiellement d'un enantie- 
55 mere. L'excSs enantiem6rique (e ) est defini : ee(%) = ^Q0{x^'X^/{x^+X2) avec Xi>X2; x^ et X2 representent la ten ur 
du meiang n enantiomdre 1 ou 2 respectivement. 

[0014] On m t generalement en oeuvre un aminoacide enantiopur dont I'exces enantiomerique est 8up6rieur ou egal 
d 99 % . On prefdre un aminoacide enantiopur dont I'exces enantiomerique est superleur ou egal k 99,5 % . De maniere 
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part icu lid rem ent pr§i6r6e on met n oeuvr un aminoacide ^nantiopur dont 1' xcds enantiomerique est sup6rieur ou 
6gal k 99.9 % . 

[001 5] Tout aminoacide 6nantiopur est utilisable comme base du r6actif selon I'invention. De pr6f6rence I'aminoacide 
^nantiopur est s6lectionn6 parmi les aminoacides d'origine naturelle ou synth^tique nommds ci-dessus. Les aminoa- 
5 cides comprenant au moins un noyau aromatique tels que par example la ph6nylalanine ou ses d6riv6s convlennent 
bien k titre d'aminoacide 6nantiopur. De fagon particuliferement pr6f6r6e, I'aminoacide ^nantiopur est s6lectionn6 parmi 
la phenylalanine, la (1-naphtyl)alanine, la (2-naphtyl)alanine ou le aou p tryptophane ((2-indolyl)alanine ou (3-lndolyl) 
alanine), §ventuellement substitu§s. 

[0016] Dans le r6actif selon Tinvention, au moins un groupement amino de I'aminoacide 6nantiopur porte un grou- 

10 pement activant pour fonr^er un pr6curseur actif d'un groupement isocyanate. 

[0017] Par pr6curseur actif d'un groupement isocyanate, on entend designer tout pr6curseur qui lorsqu'il est mis en 
oeuvre dans un solvant utilisable dans le proc§d6 selon I'invention avec un Equivalent de phenylalanine en presence 
de 1 equivalent de base r^agit h une temperature inferieure ou egale ^ 35 en une duree inferieure ou egate ^ 30 
min essentiellement compldtement, pour former I'uree correspondent. De preference le precurseur reactif libfere le 

15 groupement isocyanate h une temperature inferieure ou egale k 30 '^C en une duree inferieure ou egale k 15 min. De 
maniere tout particulidrement preferee, le precurseur reactif libere le groupement isocyanate 
k temperature ambiante en une duree Inferieure ou egale k 10 min. Des conditions de test utilisables pour determiner 
le precurseur actif sont decrites, par exemple dans I'exemple 3 plus bas. 

[0018] Le groupement activant est generalement constitue d'un derive carbonyle lie k un substituant eiectronegatif. . 

20 On peut par exemple utiliser k titre de groupement activant un groupement aryloxycarbonyl, heteroaryloxycarbonyl, 
1 ,3-imidazolyl-N-carbonyl ou 1 ,2,4-triazolyl-N-carbonyl. Parmi les groupes aryloxycarbonyl convlennent bien ceux qui 
portent au moins un substituant -I, -M sur un noyau aronnatique. Un substituant -I, -M est un groupement qui a un effet 
negatif inductif et de resonance comme d6fini en J. March, Advanced Organic Chemistry, 4. Ed., 1992, p. 17-19, 
273-275. Parmi les substituants -I, -M figurent, par exemple -NOg, -SOgR. -SOgOR, -NR3+, SRg"^. Les substituants se 

25 trouvent de preference k au moins une des positions 2, 4 ou 6 du noyau aromatique ou k des positions analogues aux 
positions 2 ou 4 dans des system es aromatiques condenses. On prefdre utiliser un groupement activant aryloxycar- 
bonyl qui porte au moins un substituant nitro sur un noyau aromatique. Le groupement (4-nitrophenyloxy)carbonyl est 
particulierement prefere. 

[0019] Dans une variante, le substituant eiectronegatif comprend un substituant -I (effet negatif inductif) indepen- 
30 demment de I'effet de resonance (M) tels que definis plus haut. Le groupement activant est dans cette variante, de 
preference, un groupement aryloxycarbonyl porteur d'au moins un substituant -I. Le substituant -I se trouve, de pre- 
ference aux positions renseignees plus haut pour les substituants -I, -M. Des exemples de substituants -I utilisables 
dans le reactif selon I'invention sont, par exemple, les halogenes. Le chlore et le fluor conviennent bien. Le fluor est 

prefere. 

3S [0020] Dans une variante de I'invention, toutes autres choses restant egales, le reactif est k base d'un aminoacide 
enantiopur dans lequel au moins un groupement amino de I'aminoacide porte un groupement activant pour former un 
precurseur actif d'un groupement isothiocyanate. On peut par exemple utiliser k titre de groupement activant un grou- 
pement thiocarbonyl lie k un groupement eiectronegatif tel que decrit plus haut. Un groupement (4-nitrophenyloxy) 
thiocarbonyl ou (4-fluoroph6nyloxy)thiocarbonyl est prefere. 

40 [0021] II a ete trouve que dans cette variante de Tinvention la reaction du reactif avec le connpos6 organique com- 
prenant un groupement fonctionnel libre donne generalement lieu k la formation de derives comprenant un groupement 
thiocarbonyl ce qui peut donner une separation d'enantiomeres encore ameiioree par rapport aux derives oxy genes. 
La presence de soufre dans les derives diastereomeriques facilite encore la detectbn desdites derives, notamment 
par spectrometrie UV. 

45 [0022] Dans le reactif selon I'invention, au nrtoins un groupement carboxyle de i'aminoacide est substitue. 

[0023] Generalement, le substituant par lequel le groupement carboxyle de I'aminoacide est substitue ne comprend 
pas de groupement fonctbnnel libre, susceptible de reagir avec le precurseur actif. Pamni les substituants utilisables 
figurent par exemple. les groupements allcyles comprenant de 1 ^ 4 atomes, lineaires ou ramifies tels que le groupement 
methyl, ethyl, n-propyl, i-propyl, n-butyl, i-butyl ou l-butyl, les ethers, les groupements aryle, les groupements alkyle, 

so ether ou aryle etant eventuellement fonctionnalises par, par exemple, des halogdnes, des esters carboxyliques. sul- 
phoniques, des esters de sulfate, des esters phosphoniques, des esters de phosphate. Conviennent bien les substi- 
tuants hydrophiles qui assurent une bonne solubilite du reactif dans des melanges d'eau avec des solvants organiques. 
[0024] Le substituant hydrophile assure generalement qu'une solution du reactif dans un melange dtoxanne/eau 1 : 
1 en volume est homogdne k 20 **C lorsque la concentration du reactif st d'au moins 0.5*10-3 ^loi/i Souvent la con- 

55 centration est d'au moins 1*10^^ mol/l. De preference la concentration est d'au moins 0.5* 10*2 mol/l. De bons substi- 
tuants hydrophil s assurent que la solution est homog6ne k 20 **C lorsqu la concentration du r6actif est d'au moins 
1*10-2 nnol^l. 

[0026] On prefdre m ttr en oeuvr un ubstituant qui contient au nrKDins une liaison ether Des exemples d subs- 
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tituants contenant au moins une liaison 6th er sont, par exempi , les others d'alkyle ou d'aryle de mono- oligo- pu de 
polyall<ytdneglycols tels qu par exennple le nnono- oligo ou poly^thyl^neglycol ou le nnono- oligo- ou potypropyl^ne- 
glycol. Le substituant 2'mdthoxy6thyl est particuli^rement pr6i6r6. 

[0026] Des variantes particulidrem nt pr^f^r^es du r^actif selon 1' invention comp tenant un substituant hydrophile 
r^pondent ^ la formule g^nerale (I) 




dans laquelle et/ou = N02 Ri= Phenyl, a ou p-lndolyl. 1-Naphtyl ou 2-Naphtyl, Rg = Mo, Et. C3-C6 alkyi ou 
cycloalkyi et x reprdsente un nombre integral de 1 d 5. 

[0027] Dans une variante, le substituant par lequel le groupement carboxyle de I'anninoacide est substitud, comprend 
au moins un chromophore. Par chromophore on entend designer un groupement fonctbnnel qui absorbe du rayonne- 
ment ^lectromagnetique. G§n§ralement, le maximum d'absorption des chromophores est de 170 d 2500 nm. De pr6- 
Wrence le maximum ^absorption des chromophores est de 200 k 1 000 nm. Des exemples de chromophores utilisables 
sont des syst^mes aromatiques, ^ventuellement substitu6s en position 2 ou 4 par un substituant -I. -M tel que d^crit 
plus haut. Parmi les substituants comprenant au moins un chronnophore, les groupements 4Hiitrobenzyl, (2-anthra- 
quinoyljmdthyl et (9(9H-fluor6nylm6thyl)) sont particuli^rement pr6f6r6s. 

[0028] Des variantes pr6f6r6es du r6actit selon I'invention comprenant au moins un chromophore, r^pondent k la 
formule g6n6rale (II) 




(III) 



(IV) 



EP 1 046 627 A2 



C* 




dans laquelle et/ou Z2= N02 Ri= Phenyl, aou p-lndolyl, 1 -Naphtyl ou 2-Naphtyl, et Y correspond k Tune quelconque 
des formules (III k V), le carbone par lequel Y est \\6 k I'oxygdno du groupement carboxyle de raminoacide 6nantiopur 
§tant marqu6 par *. 

[0029] On peut mettro en oeuvre un substltuant hydrophile comprenant au moins un chromophore. 
[0030] Des variantes particulidrement prdfdrees du rdactif selon Tinvention comprenant un pr^urseur actif d'un grou- 
pement isothiocyanate et un substituant hydrophile rdpondent k la formule g6ndrale (VI) 




(VI) 

dans laquelle et/ou Z2 = N02 ou F, F{^= Phenyl, a ou p-lndolyl, 1 -Naphtyl ou 2-Naphtyl, R2 = Me, Et, C3-C6 alkyl 
ou cycloalkyi et x repr6sente un nombro int6gral do 1 & 5. 

[0031] Des variantes pr6f6r6os du rdactif selon I'invention comprenant un prdcurseur actif d'un groupement Isothio- 
cyanate et au moins un chromophore, rdpondent k la fonnule g^ndrale (VII) 
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(V) 

dans laquelle et/ou N02 R^^ Phenyl, aou p-lndofyl, 1 -Naphtyl ou 2-Naphtyl, et Y correspond k Tune quekx)nquo 
des formules (III k V). le carbone par lequel Y est Ii6 k I'oxyg^ne du groupement carboxyte de raminoacide 6nantjopur 
6tant marqu§ par *. 

[0032] Lorsque Taminoacide ^nantiopur contient plus d'un groupement carboxyle. on pr^f^re prot^ger tous les grou- 
pements carboxyles. De manidre particulidrement pref^r^e, tous les groupements carboxyles sont substrtu^s par un 
substituant tel que d^rlt plus haut. 

[0033] Lorsque des groupements fonctionnels llbres sont present dans Tamlnoacide dnantlopur, on pr^f^re prot^ger 
lesdits groupements par des techniques connues en el les. 

[0034] Le rdactit selon flnvention peut Stre obtenu k partir de I'aminoacide dnantlopur respectrf. Des m6thodes con- 
nues sont utillsables pour effectuer restdrification d'au molns un groupement carboxyle de raminoacide. On peut, par 
exemple, mettre en oeuvre raminoacide dnantlopur et Talcool correspondant au substituant k introduire dans un solvant 
organique tel que par exemple le toluene ou le benzene, en presence d'aclde p-tolu^nesulphonique, de pr^fdrence 
dans des conditions d'estdriflcation azdotroplque. Par cette vole de synthase on obtlent des d6riv6s de tosylate d'am- 
monium d'ester d'aminoacide, qui conviennent bien pour introduire un groupement activant pour former un pr^curseur 
actif d'un groupement Isocyanate. 

[0035] A titre d'exemple de I'lntroduction d'un groupement activant, on cite la ruction d'un chlorure d'aryloxycarbonyl 
avec le groupement -NH2, 6ventuellement convert! en d§riv6 d'ammonlum, d'un aminoacide ou d'un ester d'aminoacide 
en milieu basique ou neutre dans un solvant organique polaire. A titre de base conviennent notamment des bases 
d'amlne tertiaires tels que par exemple la triSthylamine ou la pyridine. Quand on travaille en milieu neutre, on prSf^re 
mettre en oeuvre de I'hydrog&necarbonate de sodium. Ainsi des bons r^sultats sont obtenus lorsqu'on fait r^agir un 
tosylate d'ammonlum d'ester d'aminoacide avec du chlorure de p-nitroph^nyloxycarbonyl en presence d'hydrog^ne- 
carbonate de sodium dans un solvant organique polaire tel que Tac^tonltrile. 

[0036] Dans le proc^d6 selon I'invention on fait r6agir le rdactif selon invention en milieu basique avec un melange 
comprenant au moins des ^nantiom^res comprenant au moins un groupement fonctionnel libre. 
[0037] Le schema 1 ci-apr6s illustre de fagon non limitative la reaction d'un r^actif selon I'invention, obtenu k partir 
de I' ster 2-m6thoxy6thyl d la L-ph§nylalanin et du chlorure de (4-nitroph6noxy)fomriiate avec un aminoacide. Les 
produits de cette reaction sont des ur§ s comprenant deux aminoacides dans lesquels au moins une fonction carboxyle 
est substituS avec un substituant. 
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Schema 1 
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25 [0038] Gdn^ralement. le groupement fonctionnel libre est un groupement amino, ^ventuollement monoalkyl^, un 
groupement hydroxyle ou un groupement thiol. Le groupement fonctionnel libre peut ^galement 6tre constitud d'un 
anion tel que par exemple un carbanion ou un ^nolate. Les ^nantiomdres comprenant au moins un groupement fonc- 
tionnel libre s^parables par le proc^d^ selon {'invention sont g^ndralement des aminoacides, des amines primaires 
ou secondaires, des peptides, des abools, des hydroxyacides ou des thiols. Le procdd^ selon {'invention donne de 

30 bons r^sultats pour sdparer les ^nantiom^res d'aminoacides tels que, par exemple, les aminoacides d'origine nature lie 
ou synthStique mentionn^s plus haul 

[0039] Le proc6d§ selon {'invention donne de bons rdsultats dgalement pour s^parer un melange d'6nantiom§res 
d'Iminoacides. Par iminoacide on entend designer tout compost comprenant au moins un groupement NHR, dans 
lequel R represente un radical organique tel que par exemple un radical alkyle ou aryle, et au moins un groupement 

35 carboxyle. De tels iminoacides sont par exemple ceux appartenant au group e constitud de Proline. Acide pip^colique 
(Acide pip6ridine-2"Carboxylique), Acid© morpholine-S-carboxylique, Acide pip6razine-2-cart>oxylique, Acide 1-Thia- 
4-azacycloh0xane-3-carboxylique, a-M6thy {proline, Cis-4 -hydroxyproline, Batoine (Acide 1 ,2,3,5-t6trahydropyridine- 
2-carboxylique), Acide Cis^ -hydroxypip^colique, Acide Trans-5 -hydroxypipdcolique, Acide 1 >2.3,4-tetrahydronorhar- 
mane-1-carboxylique, Acide 1 ,2,3,4-t6trahydro-6 -hydroxyisoquino{ine-3-cartx)xy{ique, Acide 1 ,2,3,4-t6trahydrolsoqui- 

40 nolinG-3-carboxylique, Acide 1,2,3,4-t6trahydroisoquinoline-1-carboxy{lquG et N-M6thylva{inG. 

[0040] Le proc6d6 sebn {'invention est effectu6 dans un systdme de solvant, dans leque{ {e mdlange d'6nantiom6res 
et (e rdactif poss^dent une solubility suffisante et le groupement fonctlonne{ {ibre possdde une nuc{6ophilicit6 suffisante 
pour r^agir avec un isocyanate. Conviennent, par exemple, k titre de syst^me de solvant des systdmes comprenant 
au moins un solvant organique polaire et ^ventuellement de I'eau. Des so{vants organiques po{aires uti{isables sont, 

^ par exemple les others a{iphatiques ou alicycliques tels que (e di6thy(yther, le tdtrahydrofuranne ou le 1 ,4-dioxanne 
ainsi que ies esters aliphatiques tels que par exemple {'acetate d'dthy{e, {es amides secondaires a{iphatiques tels que 
par exemple {a dim^thylfomnamide et la dim6thy{ac6tamide ou par exempie {a N-mSthy{pyrro{idone ou rac6tonitrile. 
[0041] De bons rdsultats pour des composes organiques comprenant un groupement fonctionnel libre tel qu'un grou- 
pement amino, dventue{{ement monoa{l<y{6, un groupement hydroxy{ arylique ou un groupement thiol sont obtenus 

so dans un systems de solvant comprenant un solvant organique polaire et de i'eau. Le dioxanne est pr6f6r6e k titre de 
soivant organique polaire. Le rapport pondSral entre (e solvant organique polaire et I'eau dans le syst^me de solvant 
est g^n^ralement infdrieur ou Sgai ^ 99 :1 . Le p{us souvent, {e rapport est infdrieur ou ^gal k 75 :25. Le rapport est 
g^n^ralement sup6rieur ou 6ga{ k 1 :99. Le p{us souvent, {e rapport est sup^rieur ou 6gal k 25 :75. 
[0042] L'invention cone rne aussi un solution du r^actif seion {'inv ntion dans un soivant rganiqu polaire tel qu 

ss par exemple les solvents organiqu s polair s d^crits ci-avant. La concentration du rdactif dans la solution est g§n6- 
ralemont d'au nrwins 1.10"^ mo{/{. D pr6f6renc , la concentration st d'au moins mol/1. l-a concentration du 
r^actif dans la solution est g6n6ra{ m nt d'au p{us 1.10'i mol/l. De pr6f6rence, la concentration est d'au pius 6.10'^ 
mol/l. Dans la solution selon {'invention on pr6fdr utiilser un 8o{vant organique poiair de puretd analytique. Si sou- 
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haitable, la solution selon 1' invention p ut contenir des addittfs tels que, par example, des stabtlisants. 
[0043] L'invention concern 6galennent I'utilisation de la solution selon invention dans un appar il automatique de 
d6rivatisation et de s6paration d'6nantiom6res de composes organiques comprenant au moins un groupement fonc- 
tionnel libre. La quantity du r6actif k mettre en oeuvre depend du nombre de groupem nts fonctionnels libr s dans le 

5 compos6 organique. On met en oeuvre au moins 1 Equivalent molaire de r6actif par groupement fonctionnel libre. 
G6n6ralement, on met en oeuvre au plus 10 Equivalents molaires de rEactif par groupement fonctionnel libre. Le plus 
souvent, on met en oeuvre au plus 5 Equivalents molaires de rEactif par groupement fonctionnel libre. De prEfErence, 
on met en oeuvre au plus 3 Equivalents molaires de rEactif par groupement fonctionnel libre. De mani^re particuliEre- 
ment prEfErEe. on met en oeuvre de 1,1 a 2.5 Equivalents molaires de rEactif par groupement fonctionnel libre. 

10 [0044] Le caractEre basique du milieu rEactionnel est gEnErE par des mEthodes connues. On travaille, de prEfErence, 
en prEsence d'au moins une base. A titre de base conviennent notamment des bases d'amine tertiaires tels que par 
exemple la triEthylamine ou la diisopropylEthy famine, qui comprennent une fonctionnalitE basique respectivement ou 
la N.N.N,lsl-tEtram6thylEthylEnediamine qui comprend 2 fonctionnalitEs basiques. 

[0045] La quantitE de base k mettre en oeuvre depend de la quantitE du rEactif et du nombre de fonctionnalitEs 
IS basiques dans la base. Le rapport molaire entre le rEactif et les fonctionnalitEs basiques est gEnEralement d'au moins 
1 . Le rapport est gEnEralement d'au plus 2. Un rapport de 1 donne de bons rEsultats. 

[0046] Dans le procEdE selon I'inventbn. la durEe pendant laquelle on fait rEagir le rEactif avec le mElange compre- 
nant les EnantiomEres est gEnEralement infErleure ou Egale a 30 min. Le plus souvent, la durEe est infErieure ou Egale 
k 20 min. De prEfErence la durEe est infErieure ou dgale k 15 min. De bons rEsultats sont obtenus avec une durEe 
20 supErioure ou Egale k 15 secondes. En pratique, on applique le plus souvent une durEe supErieure ou Egale k 1 min. 
Une durEe de 5 ^ 15 min convient bien. 

[0047] La tempErature k laquelle on fait rEagir le rEactif avec le mElange comprenant au moins les EnantiomEres 
d'un composE organique est gEnEralement infErieure ou Egale d 35 "C. Le plus souvent, la tempErature est infErieure 
ou Egale a 30 °C. La tempErature est gEnEralement supErieure ou Egale k -20 **C. Le plus souvent, la tempErature est 
25 supErieure ou Egale ^ 0 "C. De fagon particuliErement prEfErEe, la tempErature est la tempErature ambiante, c'est-^i- 
dire gEnEralement de 15 ^ 30 *C, de prEfErence 20 k 25 **C. 

[0048] Dans le procEdE selon invention, on soumet le mElange de diastErEomEres obtenu ^ une opE ration de sE- 
paration. Les opErations de sEparation utilisables pour la sEparatbn d'un mElange de diastErEomEres sont dEcrites 
par exemple dans E. Eliel, Stereochemistry of Organic compounds, 1994. p. 344-381. A titre d'exemple citons les 

30 opErations de distillation, de cristallisation et de chromatographie gazeuse ou liquide. Parmi ces opErations. les opE- 
rations de chromatographie liquide telles que par exemple la chromatograpie HPLC sont prEfErEes. De fagon particu- 
liErement prEfErEe. I'opEration de sEparation est une chromatographie HPLC-RP (phase inverse). Des informations 
concernant la chromatographie HPLC sont contenues, par exemple, dans ROmpP CHEMIE-LEXIKON, 9. Ed., p. 
1860-1861 . On peut Egalement mettre en oeuvre la chromatographie en couche mince. 

35 [0049] Des Eluants utilisables dans une opEration de chromatographie sont conn us. Dans le cas otj le procEdE se bn 
I'inventbn comprend ^ titre d'opEration de sEparation une chromatographie HPLC-RP, de bons rEsultats ontEtE obtenu 
avec un Eluant comprenant de I'acEtonitrile ou du mEthanol. 

[0050] Dans une variante du procEdE selon l'invention, qui est prEfErEe, on soumet le mElange de diastErEomEres 
obtenu k I'opEration de sEparation sans Epu ration prEalable. Dans des mEthodes de sEparation d'EnantiomEres con- 
^ nues, on isole un mElange brut de diastErEomEres qui dolt Etre soumis k une Epu ration prEalablement k la sEparation 
des diastErEomEres. Le procEdE et le rEactif selon l'invention permettent de ne pas isoler le mElange brut de diastE- 
rEomEres et d'effectuer I'opEration de sEparation sans Epu ration prEalable. 

[0051] Le procEdE et le rEactif selon l'invention peuvent Etre utilisEs pour la sEparation prEparative ou analytique 
d'EnantiomEres. Le procEdE et le rEactif conviennent bien pour ta sEparation analytique d'EnantiomEres. Dans une 
45 variante. le procEdE et le rEactif sont utilisEs pour dEterminer I'excEs EnantiomErique d'un aminoacide ou d'une amine 
primaire ou secondaire. Dans une autre variante, le procEdE ou le rEactif sont utilisEs pour dEterminer I'excEs Enan- 
tiomErique d'un peptide. 

[0052] L'invention concerne Egalement un procEdE pour Tobtention d'un composE Enantiopur comprenant au moins 
un groupement fonctionnel libre dans lequel 

so 

(a) on soumet un mElange comprenant les EnantiomEres du composE comprenant au moins un groupement fonc- 
tionnel libre au procEdE de sEparation selon invention 

(b) on effectue une opEration de clivage d'un diastErEomEre pur obtenu par sEparation du mElange de diastErEo- 
mEres 

ss (c) on rEcupEr le composE Enantiopur. 

[0053] A titr d'opEration de clivage on peut utilis r; par exemple, un opEration d'hydrazinolyse dans un solvant tel 
qu , par exemple, un alcool. 
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[0054] Lorsqu'on utilis le procede ou le r^actif selon I'inv ntion pour la separation analytique d'^nantiom^res. on 
met en oeuvre une technique de detection connue en elle pour la determination de la teneur du melange en 6nantio- 
m6res. Conviennent bien k titr de technique de detection, les techniques optiques telles que par exemple la spectro- 
metrie UV, la spectrometrie visible ou la fluorimetrie. 
5 [0055] Les exemples ci-apr6s entendent illustrer 1' invention sans loutefois la limiter. 

Exemple 1 (Synthase du r6actif selon I'inventlon) 

Etape A 

10 

[0056] Dans un ballon monocol, on a introduit 1 equivalent d'aminoacide enantiopur, 1 ,5 equivalent d'acide parato- 
luene sulfonique monohydrate, 50 equivalents de toluene PA et 5 equivalents de Methoxyethanol. Le melange a ete 
chauffe au reflux et I'eau a ete eiiminee au moyen d'un Dean-Stark. Apres 4 heures de reflux, le melange reactionnel 
a ete ref roidi d temperature ambiante et dilue par de I'ether ethyllque. Le melange reactionnel dilue a ete place au f rigo 
IS pendant 16 heures. Le solide blanc obtenu a et6 filtre, lave I'ether et sech6 sous vide. 

Etape B 

[0057] Dans un ballon monocol, on a pes6 du NaHCPs (2.6 equivalents) et on a introduit sous courant d'azote 
20 racetonitrile (S.IO^^ mole dans 36 ml). Le melange a ete refroidi ^ 0 '*C et on a Introduit successivement du (4-nltro- 
ph6noxy)chloroformate (1 equivalent) suivi du sel d'ammonium de Taminoacide enantiopur obtenu selon exemple 1, 
etape A (1 equivalent). Le melange a ete aglte vigoureusement 1 heure ^ CC et a ete ensuite remonte k temperature 
ambiante pendant 4 heures. Ce temps ecouie, le melange a ete transfere dans une ampoule k decanter, a ete dilue 
par une solution 1 molaire d'HCI et extrait trois fois k I'ether. Les phases organ iques combinees ont ete sechees sur 
25 MgS04, filtreesetconcentreessouspression redulte. Leproduitbrutaetesoumis^ un traitementd'epu ration approprie. 

Exemple 2 

[0058] On a effectue les etapes A et B en mettant en oeuvre la L-phenylalanine h titre d'aminoacide enantbpur. Le 
30 produit brut a ete recristalllse dans I'lsopropanol jusqu'^ I'obtention de la purete desiree. Le rendement de I'etape B a 
ete 64 % . On a obtenu un solide cristallin qui etalt stable au stockage k temperature ambiante. 
[0059] Le reactif ainsi obtenu a presente les donnees analytiques suivantes : 



RMN (Hi) 


(reference Dioxanne ^3,71 ppm; produit dissous dans le dioxanne-d6) 


8,40 (2H, d) 


2H du (4-nitrophenyloxy)carbonyl 


7,44 (7H, m) 


2H du (4-nitrophenyloxy)carbonyl et 5H du phenyl 


7,31 (1H, d) 


NH du carbamate 


4.83 (1H, m) 


CH de la Phenylalanine 


4,41 (2H, m) 


CHgOC^O 


3,70 (2H. m) 


CHaOMe 


3,47 (3H. s) 


CH3O 


3.27 (2H. AB) 


2H benzyliques 



[0060] La Resonance magnetique nucieaire (RMN) a 6te efTectuee, dans tous les cas pour lesquels un spectre RMN 
est indique, avec un spectromdtre Appareil BrQcker AMX 500 MHz. Les deplacements chimiques sont indiques en 
ppm par rapport k la resonance du IMS (tetramethylsilane). Pour les allures des resonances les abreviations suivantes 
sont utilisees : m=multlplet, s=slngulet, d=doublet, t=triplet, q=quadruplet. Le nombre nH Indique le nombre de protons 
correspondant au signal. 

so 



Point de fusion 


71-72 ''C 


Rotation optique 


[a] : + 42.608 (c=0.B6 gr/100 ml dans le dioxanne; 




T = 26*»C, ^=589 mn) 



[0061] La chromatographie en couch mince (CCM) a ete effectuee n utilisant des plaqu s de slllcagel MERCK 
60F-254. Rapport frontal = 0,45 (Eluant DI6thyl6ther/Ether de petrole : melange 75/25 en volume). 
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Exemples 3-48 (D6rivatisation et separation de melanges d'§nantiom6r s) 

[0062] Dans un vial de 10 ml, on a pes6 pr6cis6ment le melange d'6nantiomferes d'un connpos6 organique compre- 
nant au moins un groupement tonctionnel libre selon les exemples 3-48 (voir tableau) (1 6quivalent) que Ton a dissout 
dans de I'eau distillde (concentration 5.10"3 mol/l) en presence de tri^thylamine. Le rapport molaire de la tri^thylamine 
par rapport au r6actif a 6t6 1. Dans un second vial de 10 ml, on a introduit le r6actif obtenu selon I'exemple 1 dans 
lequel I'aminoacide ^nanttopur ^tait la L-ph6nylalanine. Le r6actif a 6X6 dissout dans du dtoxanne de puretd analytique 
(concentration 3.10*^ mol/l). On a transf^r^ via seringue, et sous agitation vigoureuse. la solution aqueuse de I'acide 
amind dans la solution du r^actif de d^rivatisatlon. Apr^s 15 minutes d'agitation k temperature ambiante, on a pr^l^v^ 
500 iil du m6lange r^actionnel que I'on a dilu6 par 500 |il de dioxanne. Cette solution a 6t6 analys§e par HPLC en 
phase inverse par injection de 10 jxl de solution sur une colonne VYDAC®. 

[0063] Les suivantes conditions standards ont ^t^ utilis^es pour les exemples de separation de melanges d'^nan- 
tiomferes par HPLC. 

[0064] On a utilis6 une colonne VYDAC® Reverse Phase CI 8 CAT 201 TP54. 

[0065] On a employ^ pour reiution un melange Acetonitrile / H2O avec un gradient en acetonitrlle de 1.58 % / min 

en presence de 0. 1 % en volume d'acide trifluoroac6tique. 

[0066] La detection a etd effectude par spectromdtrie UV k 205 et 220 nm. 

[0067] Le tableau 1 ci-aprds rassemble les melanges d'enantiomdres qui ont ete mis en oeuvre avec le reactif obtenu 
selon I'exemple 1 et les resultats de separation obtenus. 



Tableau 1 



Ex. 


Melange d'enantiomeres 


Tr L,L (a) 


TrD,L(b) 




Rs(«0 


Quantite de reactif (^) 
(Equivalents) 


3 


Alanine 


15.08 


16.40 


1.096 


6.01 


2 


4 


Valine 


18.73 


20.94 


1.127 


10.83 


2 


5 


Norvaline 


19.28 


21.26 


1.11 


9.45 


2 


6 


Leucine 


21.53 


23.50 


1.098 


8.96 


2 


7 


Norleucine 


22.06 


23.96 


1.091 


8.78 


2 


8 


Isoleuclne 


21.08 


23.46 


1.120 


11.55 


2 


9 


Threonine 


14.39 


15.41 


1.078 


4.76 


2 


10 


Allothreonine 


14.39 


14,85 


1.036 


2.09 


2 


11 


Methionine 


18.97 


20.59 


1.092 


7.74 


2 


12 


Ethionlne 


21.26 


22.89 


1.082 


7.77 


2 


13 


Acide Glutamique 


14.56 


15.00 


1.033 


2.07 


2 


14 


Acide Aspartique 


14.22 


14.66 


1.034 


2.08 


2 


15 


Cysteine 


26.65 


27.19 


1.021 


2.85 


5* 


16 


Cystine 


25.59 


26.08 


1.020 


2.76 


4* 


17 


Proline 


17.09 


17.75 


1.042 


2.75 


2 


18 


Phenylalanine 


22.64 


24.08 


1.068 


6.25 


2 


19 


Tyrosine 


28.82 


29.24 


1.015 


1.99 


5* 


20 


Tryptophane 


22.79 


24.03 


1.058 


6.54 


2 


21 


Ornithine 


24.44 


24.92 


1.021 


2.26 


6* 


22 


Acide piperidine- 
2-carboxylique (Acide 
pipecolique) 


19.86 


20.62 


1.041 


3.51 


2 


23 


Acide morpholine- 
3-carboxylique 


16,05 


15.56 


1.034 


2.28 


2 
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Tableau 1 (suit ) 





Ex. 


M 'tange d'enantiom>es 


Tr L,L (a) 


Tr D,L <b) 




R 


Quantit' d r 'a tif(®) 

/CmiiIumI \ 

(cquivai ni ) 






MUIIJU 1 \ lua' 

4-azacyclohexane- 
3-carboxylique 


ID.f O 


1 Q AO 


1 noQ 


o. OU 


n 




25 


(2-Naphtyl) alanine 


27.43 


28.53 


1.042 


5.19 


2 


10 


26 


Homoph6nylalanine 


24.71 


26,20 


1.064 


7,94 


2 




27 


(4-Chloroph6nyl) alanine 


25.91 


27.20 


1.053 


6.58 


2 




28 


(4-Fluoroph6nyl) Alanine 


23.65 


25.033 


1.062 


6.53 


2 


IS 


29 


(3-Pyridyl)alanlne 


14.32 


13.57 


1.061 


3.20 


2 


30 


Phdnylglycine 


20.98 


22.69 


1.087 


8.24 


2 




0 1 


£:-ivi etn yip roll n e 




dV.OD 


1 .Uf 


o.7o 


2 






C i s -4-H y d roxy p ro 11 n e 




14.44 


1 .U4l 


^. ly 




20 


33 


BaTkalne 


19.05 


20.27 


1.069 


6.03 


2 




34 


Acide Cis-4-hydroxy 
pjp^ollque 


15.12 


15.91 


1.058 


3.97 


2 


25 


35 


Acide Trans-5-hydroxy 
pip6cotique 


13.76 


14.36 


1.049 


2.70 


2 




36 


Acide 2-amino-butyrique 


16.84 


18.64 


1.116 


8.31 


2 


30 


37 


Acide 

1 ,2,3,4-t6trahydroisoqLiinoline- 
3-carboxylique 


23.71 


24.75 


1.046 


4.89 


2 




OQ 
OO 


Actue 1 ,^,o,*j-ieiranyaro- 
isoquinoline-1 -carboxylique 








A TC 

4. to 






39 


Erythro p-M6thyl phenylalanine 


24.03$ 


25.73$ 


1.075 


8.67 


2 


36 


40 


Threo p-M6thyl phenylalanine 


23.79* 


25.56$ 


1.079 


7.22 


2 




41 


o-Methoxy-Phenylalanine 


23.08$ 


24.31$ 


1.057 


5,64 


2 




42 


Acide 1 ,2,3,4-tetrahydronorhar 
mane-1 -carboxylique 


26.26* 


27.09$ 


1.031 


3.44 


5* 


40 


43 


Acide 1,2,3,4-t§trahydro- 
D-nyuroAy isoquinoiina~ 
S^arboxylique 


29.14$ 


29.67$ 


1.019 


2,49 


5* 


45 


44 


Acide 2-amino heptane 
1,7dioique 


18.09$ 


19.21$ 


1,067 


6,41 


2 




45 


Erythro p-M6thyltyrosine 


29.84$ 


30.53$ 


1.024 


3.65 


5* 




46 


Threo p-M6thy {tyrosine 


29.51$ 


30.07$ 


1.02 


2.97 


5* 




47 


N-M6thylvaline 


21.47 


22.59 


1.056 


5.62 


2 


SO 


48 


2-Hydroxym6thyl pipdridine 


19.79 


20.4 


1.033 


2.73 


2 



Legende pour les tableaux 1 ^ 6 
55 [0068] 



(a) Temps de retention correspondant au d6riv de r6nantiom6re L (L.L) 

(b) :T mps de r6t ntton corr spondant au d6riv6 d r6nantiom6re D (D,L) 
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(c) :Facteur de s6paration; a = (Tr2-TrO)/(Tr1 -TrO) ou Tr2 et Trl sont les temps d r6tention r spectivement des 
deuxi6me et premier compos6 t TrO est le temps de r6tention d'un compos6 non retenu. 

(d) :Facteur de r6solution; 




ou k'2 est le facteur de capacity du second compost et N le nombre de plateaux th^oriques. 
10 *D6rivatisatbn 6galement de la fonction port6e par la chaine lat^rale. 

* L'attrlbution des temps de retention aux isom6res (L.L) et (D.L) respectivement n'est pas certaine car le melange 
d'6nantom6res soumis h la separation §talt rac6mique. 

Exemple 49 

IS 

[0069] On a effectu6 les stapes A et B en mettant en oeuvre la L-(2-naphtyl)alanine ^ titre d'aminoaclde 6nantiopur. 
Le produit brut a §X6 recristallisd dans I'isopropanol jusqu'^ Tobtention de la puretd ddslr^e. Le rendement de I'^tape 
B a dtd 77 % . On a obtenu un solide cristallin qui 6tait stable au stockage k temperature ambiante. 
[0070] On a obtenu le spectre RMN suivant du rdactif : 



RMN (HI) 


(reference Dioxanne k 3,71 ppm; produit dissous dans le dioxanne-d6) 


8.20 (2H, d) 


2H du (4-nitrophenyloxy)carbonyl 


7,79 (4H, m) 


4H du naphtyl 


7,45 (3H, m) 


3H du naphtyl 


7,21 (3H, m) 


2H du (4-nitrophenyloxy)carbonyl et 1 H du naphtyl 


4,78 (IK m) 


CH du Naphtylalanlne 


4,27 (2H, m) 


CH20C=0 


3.52 (2H, m) 


CH20Me 


3,28 (3H, s) 


CH30 


3,29 (2H. AB) 


2H benzyliques 


Point de fusion 


76-77 


Rotation optique 


[a] : 83,5 (c - 1 ,025 gr/100 ml dans le dioxanne; 
T'» = 26 <*C, X=589nm) 



[0071] La chromatographie en couche mince (CCM) a ete effectuee en utilisant des plaques de silicagel MERCK® 

60F-254. Ancien Rapport frontal = 0,4 (Eluant Diethyiether/Ether de petrole : melange 75/25 en volume). 

[0072] On a effectu6 la reaction de Tester 2-methoxy6thyl de la L-N-(4-nltrophenoxy)carbonyl-(2-naphtyl)alanine 

avec un melange d'enantbmeres d'arginlne et {'operation de separation dans les conditions des examples 3-48. On a 

mis en oeuvre 2 equivalents de reactif et 2 equivalents de triethyiamine par equivalent d'arginine. 

[0073] Le tableau 2 ci-apres montre le resultat de separation obtenu. 



Tableau 2 



45 


Example 


Melange 
d'enantlomeres 


Tr L,L (a) 


Tr D,L (*>) 




Rs(<*) 


Quanttte de reactif (®) 
(Equivalents) 




49 


Arginine 


20.168 


19.625 


1.030 


1.73 


2 



Exemple 50 
so 

[0074] On a effectue la reaction de Tester 2-methoxyethyl de la L-N-(4-nitrophenoxy)carbonyl-p-tryptophane avec 
un melange d'enantiomdres de valine et roperation de separation dans les conditions des exemples 3-48. On a mis 
en oeuvre 2 equivalents de reactif et 2 equivalents de triethyiamine par equivalent de valine. 
[0076] L tableau 3 ci-aprds montr I resultat d separation obt nu. 
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Tableau 3 



Ex mpl 


M'lang 
d''nantiom> a 


Tr L,L («) 


Tr D,L 






Quantit 'd rea tif 
(Equivalents) 


50 


Valine 


19.19 


20.42 


1.069 


5.80 


2 



Exemple 51 : Preparation de Tester 4-nitrobGnzyle de la N-((4-nitroph6noxy)carbonyl de phenylalanine) 



10 Etape A : 

[0076] Dans un ballon monocol, on a introduit 4 gr (1 6q.) de Z-(L)-Ph6nylalanine, 2,89 gr (1 6q-) de bromure de 
4-nltrobenzyle et 26 ml (25 6q,) de dim6thylformamide. On a addltbnn6 alors sous azote 1 .55 gr (2 6q.) de fluorure 
de potassium sec. Le melange a 6X6 agitd ^ 60 pendant 16 heures. Le melange rdactionnel a 6X6 refrotdi d temp6- 
75 rature ambiante et dilu6 par 100 ml d'ac6tate d'6thyte. La phase organique a 6X6 Iav6e par deux fois 100 ml d'une 
solution de NaHC03 ^ 5 % ainsi que par deux fois 100 ml d'eau. La phase organique a 6X6 s6ch6e sur MgS04. filtr6e 
et concentr6e sous pression r6duite. Le solide obtenu a 6X6 s6ch6 k I'dtuve une nuit. 
Rendement : 6,3 gr (85 % ) 

20 Etape B : 

[0077] Le solido obtenu dans T^tape 1 a 6X6 dilu6 dans 25 ml d'acide ac^tlque glacial. On a ajout^ prudemment 6,9 
ml (3 6q.) d'une solution k 33 % en poids d'HBr dans Tacide ac^tique. Le melange est agit^ une heure et demi k 
temperature ambiante. Le melange a 6X6 6\\u6 par 200 ml d'^ther ethylique et le pr^cipite blanc forme a 6X6 fittre et 
25 lave par trots fois 200 ml d'ether ethyl ique. Le solide a ete seche k I'etuve pendant une nuit. 
Rendement : 5,53 gr (99 % ) 

Etape C : 

30 [0078] Dans un ballon monocol, on a pes6 0,82 gr de NaHCOa (2,6 6q.) et on a introduit sous courant d'azote 27 ml 
d'acetonitrlle (135 eq.). Le melange a ete refroidi ^ 0 °C et on a Introduit successivement 0,61 gr (1 eq.) de chbrure 
de (4-nltrophenoxy)carbonyl suivi de 1,5 gr (1 eq.) du set de brome du derive de la phenylalanlne-4-nitrobenzyte. Le 
melange a 6t6 agite vigoureusement 1 heure & 0 et a 6te ensuite remonte k temperature ambiante pendant 11 
heures. Ce temps ecouie, le melange a ete transfere dans une ampoule k decanter, a ete dilue par 60 ml d'une solution 

3S 1 M d'acide chlorhydrlque et a ete extrait par trois fois 60 ml d'acetate d'ethyle. Les phases organiques combinees ont 
ete sechees sur MgS04, filtrees et concentrees sous pressbn reduite pour donner un solide beige. Celui-ci a ete triture 
dans 50 ml d'6ther et filtr6. 





Rendement 


1,44 gr (82%) 


40 


RMN(HI) 


(reference Methanol k 3,32 ppm; produit dissous dans le Methanol-d4) 




8.32 (2H. d) 


2H du 4-nitrophenoxycarbonyl 




8,28 (2H, d) 


2H du 4-nitrobenzyle 




7,63 (2H, d) 


2H du 4-nitrophenoxycarbonyl 


45 


7,34-7,41 (7H, m) 


2H du 4-nrtrobonzyle et 5H du phenyl 


5,37 (2H.S) 


CH2 benzylique du 4-nitrobenzyle 




4.65 (1H.m) 


CH da la Phenylalanine 




3,23 (2H, AB) 


CH2 benzyliques de la phenyalanlne 




Point de fusion 


118,3 


SO 


Rotation optique 


[a] : + 20,83 (c = 0.96 gr/100 ml dans le dioxanne; 
T° = 24 **C. X = 589 nm) 



[0079] La chromatographic n couche mince (CCM) a 6te ff ctuee en utillsant d s plaques de silicagel MERCK® 
60F-254. Rapport frontal = 0.4 (Eluant Diethyiether/Ether de petrole : melange 75/25 en volume). 
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Exemple 52 

[0080] L tableau 4 prdsente le rdsuttat de separation d'un melange d'^nantiom^res d valine qui a 6X6 mis en oeuvre 
avec le r6actif obtenu selon 1* xemple 51 selon le mode op6ratoire de Texemple 3. 
[0081] La detection a 616 effectu6e par spectrom6trie UV k 205, 220 et 270 nm. 



Tableau 4 



Ex. 


Mselange 
d'enantiomeree 


Tr L,L (a) 


Tr D,L <b) 


a«=) 


Rs (d) (nm) 


Equivalents de 
reactifs 


Rs (nm) 


52 


Valine 


26.207 


27.246 


1.042 


3.92 (205 nm) 


2 


4.77 (220-270) 



[0082] On a observ6 que ce r6actif pemnet une detection k 220 nm et 270 nm. On a obtenu, k ces longeurs d'ondes, 
un facteur de separation plus grand que lorsqu'on a eff6Ctu6 la detection k 205 nm. 



Exemple 53 

[0083] On a synth6tis6 suivant le mcde operatoire de I'exemple 51 , Tester 2-methylanthraqujnone de la N-((4-nitro- 
phenoxy)carbonyl)phenylalanlne. Le tableau 5 presente le resultat de separation d'un melange d'enantiomeres de 
valine qui a ete mis en oeuvre avec le reactif obtenu selon I'exemple 51 sebn le mode operatoire de i'exemple 3. 
[0084] La detection a 616 effectu6e par spectrom6trie UV a 205, 220, 270 et 330 nm. 



Tableau 5 



Ex. 


Melange 
d'^antlom^res 


Tr L,L (a) 


Tr D,L (b) 




Rs (d) (nm) 


Equivalents 
de reactifs 


Rs (nm) 


53 


Valine 


30.168 


30.884 


1.026 


3.01 (205 nm) 


2 


3.11 (270 et330) 



[0085] On a observe que ce r6actif pemiet une detection k 270 nm et 330 nm. On a obtenu, k ces longeurs d'ondes, 
un facteur de separation leg^rement plus grand que lorsqu'on a etfectue la detection k 205 nm. 
[0086] II apparatt que le reactif selon I'invention peut dtre obtenu facilement. Le rdactif selon I'invention presente 
une bonne stabilite k temperature ambiante. 

[0087] Le procede selon I'invention permet de separer une grande variete de composes organiques chiraux com- 
prenant au moins un groupement fonctionnel libre, de nnani6re simple, rapide et dans des conditions uniformes de 
separation sans devoir isoler le produit de la reaction prealablement k I'etape de separation. 

Exemple 54 

[0088] Dans un ballon nnonocol, on a pese du NaHCO^ (2.6 equivalents) et on a introduit sous courant d'azote 
i'acetonitrile (12.10-3 mole dans 83ml). Le melange a 616 refroidi k (fC et on a introduit successivement du 4-fluoro- 
phenoxychlorothlonoformate (1 equivalent) suivl du eel d'ammonium d'aminoacide enantbpur obtenu selon exemple 
1 , etape A (1 equivalent). Le melange a ete agite vigoureusement 1 heure k 0°C et a 6t6 ensulte remonte ^ temperature 
ambiante pendant 4 heures. Ce temps 6couie, le melange a ete transfere dans une ampoule k decanter, a 6X6 diiue 
par una solution 1 motaire d'HCI et extrait trols fois k I'ether. Les phases organiques combin6es ont 6X6 sechees sur 
MgS04, filtrees etconcentr6es sous pression r6duite. Le produit brut a6t6 soumls^ un traitement d'6puration approprie. 
Le reactif ainsi obtenu a ete le (S)-N-(4-Fluoro-phenoxythiocarbonyl)phenylalanlne methoxyethyl ester. II a presente 
les donnees analytiques suivantes : 

RMN (H^): (r6f Dioxanne k 3,71 ppm; produit dissous dans le dbxanne-dS) 

8,88 (2H, d) : 2H du 4-fluorophenoxycarbonyl 

7,20-7,49 (7H, m) : 2H du 4-fluorophenoxythiocarbonyl et 5H du phenyl 

6.99 (1H, d) : NH du carbamate 

5,36 (1H, m) : CH de la Phenylalanine 

4,42 (2H, m) : CH20C=0 

3,69 (2H. m) : CHgOMe 

3,48 (3H,s);CH30 

3.41 (2H, AB) : 2H benzyliqu s 
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Exemples 55-57 

[0089] On a effectud la d^rivatisation et separation des melanges d'6nantiomeres de composes organiques com- 
prenant un groupement tonctionnel libre des exemples 55-57 (tableau ) dans les conditions des ex mples 3-48. en 
5 utilisant comma r^actif le r6actif obtenu dans Texempl 54. La d6tectbn a 6t6 effectu6e k 245nm uniquement. Le 
tableau ci-apr^s montre les r^sultats de separation obtenus. 



Tableau 6 



10 



Exemples 


Melange 
d'enantiomeree 


Tr L,L (a) 


Tr D,L (t» 




RS«*) 


Quantlte de reactif 
(Equivalents) 


55 


\^lino 


24.79 


22,11 


1.129 


12.89 


2 


56 


Proline 


19.42 


21.22 


1.099 


7.68 


2 


57 


Tyrosine 


22.14 


23.26 


1.054 


4.4 


5 



[0090] L© r6actif permet une separation tr6s efficace d'6nantiom6res. La detection par spectrometrie UV peut §tre 
effectuee k une seule longueur d'ondes et elle est hautement sensible. 
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Revendlcations 

1. Procede pour la separation d'enantlombres comprenant au moins un groupement fonctionnel libre dans lequel 

25 (a) on fait reagir un melange comprenant les enantiomeres en milieu basique avec un reactif k base d'un 

aminoacide enantiopur. reactif dans lequel au nioins un groupement amino de Taminoacide porte un groupe- 
ment activant pour fonner un precurseur actif d'un groupement isocyanate et dans lequel au moins un grou- 
pement carboxyle de I'aminoacide est substitue et 

(b) on soumet le melange de diastereom^res obtenu k une operation de separation. 

30 

2. Procede selon la revendication 1 , dans lequel le groupement carboxyle de I'aminoacide est substitue avec un 
substituant hydrophile et/ou un substituant comprenant au moins un chromophore. 

3. Procede selon la revendication 2 dans lequel le substituant hydrophile dans le reactif est un groupement 2-me- 
35 thoxyethyl. 

4. Procede selon I'une quelconque des revendicatbns 1 k 3, dans lequel le groupement activant dans le reactif est 
un groupement (4-nitrophenyloxy)carbonyl. 

40 6. Procede selon Tune quelconque des revendlcations 1 k 4, dans lequel le reactif est k base d'un aminoacide enan- 
tiopur seiectionne pamni le groupe constitu6 de Alanine. N^line, Norvaline, Leucine, Norleucine. Isoleucine, Serine. 
Isoserine, Homoserine, Threonine, Allothreonine, Methionine. Ethionine, Actde Glutamique, Acide Aspartique, As- 
paragine, Cysteine, Cystine. Phenylalanine, Tyrosine. Tryptophane, Lysine, Arginine, Histidine, Ornithine, Gluta- 
mine, Citrulline, (l-Naphtyl)alanine. (2-Naphtyl)alanine, Homophenylalanine, (4-Chloroph6nyl)alanine, (4-Fluoro- 

45 phenylalanine, (3-Pyridyl)alanine. Phenylglyclne, Acide Diaminopim6lique (Acide 2-6-Diaminoheptane-1.7<rioi- 

que), Acide 2-aminobutyrique, Acide-2-aminotetraline-2-carboxyiique, Erythro p-Methylphenylalanine, Threo p- 
Methylphenylalanine, (2-Methoxyphenyl)alanine, Acide 1-amino-5-hydroxylndane-2-carboxylique, Acide 2-Amino- 
heptane- 1,7-dioique, (2,6-Dimethyl-4-hydroxyph6nyl)alanine, Erythro p-M6thyltyrosine et Threo p-M6thyltyrosine. 

50 6. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 k 5 dans lequel on fart reagir le melange d'enantbmeres 
avec le reactif k temperature ambiante pendant une duree inferieure ou egale k 1 5 minutes et on soumet le melange 
de diaster6omeres obtenu k I'operation de separation sans 6puration prealable. 

7, Precede s Ion I'une quelconque des revendications 1 k 5, dans lequel ['operation de separation est une chroma- 
55 tographi HPLC. 

„.8, Reactif k bas d'un aminoacide enantiopur dans lequel au moins un groupement amino de I'aminoacid port un 
groupement activant pour former un precurseur actif d'un groupement isocyanate ou isothiocyanat t dans lequel 
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au moins un groupement carboxyle de raminoacide st substitu6. 

9. R6actif selon la revendication 8, dans lequel au moins un groupement amino de I'aminoacide 6nantiopur porte un 
groupement activant pour former un pr6curseur actif d'un groupement isocyanate. 

10. R^actrf selon la revendication 9, rdpondant k la formula g^n^rale (I) 




dans laquelle et/ou = N02 H^= Ph6nyl, aou p-lndolyl, 1-Naphtyl ou 2-Naphtyl, = Me, Et, C3-C6 alky! ou 
cycloalkyi et x reprdsente un nombre int6gral de 1 ^ 5. 

11. Rdactif selon la revendication 9 comprenant au moins un chromophore, r6pondant k la formule g6n6rale (II) 




(III) (IV) 
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C* 




(V) 

dans laquelle et/ou = N02 Ph6nyl, a ou p-lnc*olyl, 1-Naphtyl ou 2-Naphtyl, et Y correspond k I'une 
quelconque des formules til k V, le carbone par lequel Y est \\6 k I'oxyg^no du groupementcarboxyle de raminoa- 
cide 6nantiopur 6tant marqu6 par *. 

12, Rdactif selon la revendication 8 r6pondant k la formule gendrale (VI) 




dans laquelle et/ou = N02 ou F, R^^ Phenyl, a ou p-lndolyl. 1-Naphtyl ou 2-Naphtyl, = Me. Et, C3-C6 
alkyl ou cycloalkyi et x repr6sente un nonnbre integral de 1 ^ 5. 

13. R6actif selon la revendicatbn 8 comprenant au moins un chromophore, rdpondant k la formule g6n6rale (VII) 

1 O NH 1 Y 

(VII) 
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(V) 

dans laquelle et/ou = N02 R^^ Phenyl, a ou p-lndolyl, 1-Naphtyl ou 2-Naphtyl, et Y correspond h I'une 
quelconque des fonnules III h V, le carbone par lequel Y est lid h I'oxygfene du groupementcarboxyle de ramlnoa- 
clde 6nantlopur 6tant marqu6 par *. 

14. Solution du rdactif selon Tune quelconque des revendications 8^12 dans un solvent organique polalre. 

16. Utilisation de la solution selon la revendication 1 3 dans un appareil autonnatique de d6rivatisation et de separation 
d'6nantiom6res de compos6s organiques comprenant au molns un groupement fonctionnel libre. 

16. Utilisation du procddd, du rdactif ou de la solution selon I'une quelconque des revendications 1 h 14 pour la se- 
paration d'enantiomeres d'un aminoacide, d'une amine primaire ou secondaire ou d'un peptide. 

17. Proc6d6 pour I'obtentlon d'un compose 6nantiopur comprenant au moins un groupement fonctionnel libre dans 
lequel 

(a) on soumet un melange comprenant les enantiomferes du compose comprenant au moins un groupement 
fonctionnel libre au procede de separation sebn I'invention 

(b) on effect ue une operation de cllvage d'un diastereomere pur obtenu par separation du melange de dias- 
tereomeres 

(c) on recupere le compose enantiopur 



18 



